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1.1 H2S: effetti cardiovascolari. 
Il solfuro di idrogeno (H2S) è un gas incolore e insapore che ha il caratteristico 
odore di uova marce. Nei secoli passati H2S era conosciuto solo per la sua 
tossicità, tuttavia da pochi anni è stato riconosciuto anche il suo ruolo nella 
famiglia dei gas-trasmettitori endogeni, che include anche monossido di 
carbonio (CO) e ossido nitrico (NO). Tali gas, prodotti in minima quantità dai 
tessuti, ricoprono un importante ruolo nel mantenimento delle funzionalità 
fisiologiche dell’organismo (Perna et al, 2011). 
Le malattie cardiovascolari rappresentano attualmente la prima causa di morte 
al mondo e lo studio della loro prevenzione su ampia scala, soprattutto tramite 
la diminuzione dei fattori di rischio, rappresenta pertanto una priorità assoluta. 
L’ipertensione, l’iperlipidemia, il diabete, il fumo e l’obesità; rappresentano i 
fattori di rischio principalmente associati allo sviluppo di malattie 
cardiovascolari (Drummond et al, 2010). 
A tal proposito la scienza ha dimostrato che H2S, ha diversi effetti benefici sul 
sistema cardiovascolare simili a quelli dell’ NO, ma senza la produzione di 
metaboliti tossici. 
Infatti, un livello fisiologico di H2S nel cuore e nei vasi sanguigni riveste un ruolo 
chiave nella regolazione dell’omeostasi cardiovascolare (Martelli et al, 2012). 
In particolare H2S è un agente vasorilasciante che agisce direttamente sulla 
muscolatura liscia vascolare. 
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Questo effetto è da attribuirsi, in parte, all’attivazione dei canali del potassio 
ATP-dipendenti (KATP) presenti sulla parete cellulare della muscolatura liscia 
vascolare. 
I canali KATP sono canali a 2 α-eliche transmembrana e dipendendo dalle 
concentrazioni cellulari di ATP. A concentrazioni intracellulari di ATP superiori a 
100 µM si ha chiusura del canale; in assenza di ATP, il canale si apre 
determinando l’uscita di K+ dalla cellula. 
L’interazione di H2S coni canali KATP (il cui meccanismo non è ancora chiaro) 
riduce il metabolismo energetico della cellula e quindi la conversione di ADP in 
ATP, la cui concentrazione intracellulare decresce. Questo determina l’apertura 
del canale, dal quale si ha la fuoriuscita di K+ e la conseguente iperpolarizzazione 
e blocco dell’entrata di Ca++. Attivatori del canale come diazossido producono 
vaso-rilassamento, mentre bloccanti che ne impediscono l'apertura, per 
esempio glibenclamide, ne inibiscono l'azione (Kiss et al, 2008). 
Un altro canale ionico vascolare influenzato da H2S è il canale del calcio di tipo 
L, un tipo di canale del calcio voltaggio-dipendente ."L" sta per long lasting, 
ovvero “duraturo”, in riferimento alla durata dell’ attivazione (H. Reuter, 1986). 
Questi canali sono responsabili della normale contrattilità del miocardio e della 
muscolatura liscia vascolare, infatti sono i canali del calcio maggiormente diffusi 
nel muscolo cardiaco. Una volta aperti si richiudono con lentezza e forniscono 
un flusso di Ca++ che perdura nel tempo (Glossmann et al, 1987). L'ingresso nella 
cellula di ioni calcio è controbilanciato dalla fuoriuscita di ioni potassio (K+).  
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La loro inibizione è coinvolta nella vasodilatazione provocata da H2S nelle arterie 
cerebrali di ratto (Tan et al, 2012).  
In tempi più recenti, è stato riscontrato che uno dei principali meccanismi 
dell’azione vasodilatante provocata da H2S è l’attivazione dei canali del 
potassio Kv7, che permettendo il passaggio di potassio dalle cellule verso i vasi 
sanguigni causano l’iperpolarizzazione della membrana cellulare della 
muscolatura liscia vascolare con conseguente vasodilatazione. Per giungere a 
tali conclusioni sono stati studiati gli effetti di NaHS (potente H2S- rilasciante) in 
presenza di specifici bloccanti, come il tetraetilammonio cloruro (TEA), sugli 
anelli di aorta di ratto (Martelli et al, 2013). I canali Kv sono costituiti da 4 
subunità α e da un numero variabile di subunità β. Sono canali sensibili al 
voltaggio di membrana e sono stati suddivisi in 9 sottofamiglie (Chany et 
Gutman, 1995), diversamente espresse a seconda dei distretti: cervello, cuore, 
muscolatura liscia vascolare, intestino e tiroide. La sottofamigli dei Kv7 è stata 
scoperta essere largamente espressa a livello della muscolatura liscia vascolare. 
Il suo ruolo è stato valutato sempre su studi effettuati sia su anelli di aorta di 
ratto, che su cellule di aorta umana, mediante l’utilizzo di bloccanti quali 4-
aminopiridina, bloccante di svariate sottofamiglie di Kv, eccetto i Kv7, e non è 
stato osservato nessun effetto inibitore nei confronti di NaHS. Al contrario, 
l’utilizzo di linopiridina e XE991, entrambi bloccanti selettivi dei canali Kv7, ha 
mostrato un evidente antagonismo nei confronti dell’azione iperpolarizzante e 
vasorilasciante di NaHS, facendo pensare a un possibile coinvolgimento dei 
canali in esame e in particolare del sottotipo Kv7.4 (Martelli et al, 2013). 
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In definitiva, grazie a questi meccanismi,il solfuro di idrogeno riduce in maniera 
dose-dipendente la pressione sanguigna. 
Infatti, l’alterazione della biosintesi di tale gas è associato anche allo sviluppo di 
ipertensione arteriosa. 
Oltre all’effetto vasorilasciante, H2S inibisce la proliferazione in vitro delle 
cellule muscolari lisce vascolari, come pure la sintesi e la secrezione del 
collagene indotta dall'angiotensina II. 
H2S svolge altre importanti funzioni, tra cui l’inibizione 
dell’aggregazione/adesione piastrinica indotta da ATP, collagene, epinefrina, 
acido arachidonico, trombossano e trombina, benchè le viecoinvolte in tale 
meccanismo siano ancora sconosciute (Zagli et al, 2007). 
L'H2S potrebbe perciò regolare il rimodellamento vascolare (Zhao et al, 2008), 
attraverso l’ attivazione di una proteina, la Nrf2, capace di proteggere le arterie 
dalla formazione di placche. Il fattore di trascrizione Nrf2 regola l’espressione di 
numerosi geni codificanti alcuni enzimi antiossidanti, mediante il suo legame ad 
una sequenza specifica del DNA conosciuta come ARE (antioxidant response 
elements). 
L’aderenza dei leucociti sull’endotelio vascolare e la loro conseguente 
migrazione nel tessuto sottostante è uno dei principali eventi implicati nella 
reazione infiammatoria. 
Come NO, H2S sembra avere un importante ruolo nella modulazione 
dell’aderenza leucocitaria sull’endotelio vascolare (Wallas, 2007) e nel 
proteggere le cellule endoteliali dallo stress ossidativo attraverso la reazione 
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con le ROS (reactive oxigen species) come lo ione O+ (superossido) o l’anione 
ClO- (ipoclorito), coinvolte nel processo di formazione delle placche 
aterosclerotiche. Diminuendo la loro produzione si ha una conseguente 
protezione di proteine e lipidi dal danno indotto da tali reattivi (Geng et al, 
2004). 
Il danno da ischemia è una delle principali cause della morte dei tessuti e spesso 
porta ad infarto del miocardio. L’infusione di H2S in un modello di 
ischemia/riperfusione sul cuore di maiale ha ridotto marcatamente la zona 
infartuata del miocardio ed ha migliorato la funzionalità del ventricolo sinistro, 
sopprimendo l’apoptosi dei miocardiociti (Osipov, Robich, Feng et al, 2010). 
Infatti, bassi livelli di H2S nel plasma sono associati ad un aumento del rischio di 
infarto.  
La somministrazione di NaHS, dopo induzione di un infarto miocardiaco acuto 
sul ratto, riduce significativamente la zona infartuata del ventricolo sinistro e la 
mortalità degli animali (Zhu, Zhong, Ho et al, 2007). 
L’ipertrofia cardiaca è considerata come un meccanismo di compensazione 
nell’insufficienza cardiaca, che può mantenere inalterata o addirittura 
aumentare la gittata cardiaca. Tuttavia, nel lungo periodo, l’ipertrofia può 
sfociare in dilatazione cardiaca diminuendo così la gittata e aumentando quindi 
il rischio di infarto ( Zhu, Zhong, Ho et al, 2002). 
L’ipertrofia inoltre si presenta in risposta all’ipertensione cronica o in seguito a 
infarto. Un gran numero di esperimenti confermano che H2S gioca un ruolo  
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positivo nel proteggere il cuore dall’ipertrofia (Lu et al, 2010 ), dimostrando che 
può migliorare le funzionalità cardiache e ridurre l’apoptosi dei miocardiociti in 
un modello di ipertrofia indotta da isoproterenolo nel ratto, anche attraverso la 
riduzione della produzione di ROS nei mitocondri. In più, una terapia 
farmacologica con H2S durante l’infarto miocardico serve a ridurre il 
rimodellamento del ventricolo sinistro indotto dall’infarto e a ridimensionare 
l’ipertrofia cardiaca, lo stress ossidativo e l’apoptosi (Mishra et al, 2010). 
Tali evidenze hanno portato a riconoscere H2S come un agente preventivo e 
protettivo nei confronti delle principali patologie cardiovascolari: aterosclerosi, 
ipertensione, ischemia del miocardio; e come terapia utile nel migliorare le 
funzioni cardiache in differenti condizioni patologiche come l’infarto, aritmie 
cardiache, ipertrofia cardiaca, fibrosi del miocardio e cardiomiopatia diabetica 
(Shen et al, 2014). 
 
 
Figura 1: Patologie cardiache influenzate positivamente da H2S. 
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1.2 Vie Biosintetiche e accenni sul catabolismo di H2S. 
H2S viene principalmente sintetizzato nei tessuti dalla L-cisteina, reazione 
catalizzata da due enzimi: la CBS (cistationina β-sintetasi), e la CSE (cistationina 
γ-liasi), i quali sono espressi nel fegato, nei reni, cervello, aorta, ileo, isole 
pancreatiche, utero e placenta (Diwakar and Ravindranath,2007). CBS è 
espresso principalmente nel cervello e nel sistema nervoso, mentre CSE sulla a 
livello vascolare e nel cuore (Geng et al, 2004). 
Nei ratti spontaneamente ipertesi (SHR: spontaneously hypertensive rates) è 
stato osservato che la diminuzione della quantità di H2S è connessa con 
l'abbassamento dell'espressione di RNA messaggero della CSE e della sua 
attività enzimatica (Yan et al, 2004). 
 
Figura 2: Generazione di H2S endogeno. 
 
Nella prima via biosintetica CBS catalizza la conversione di L-cisteina in L-serina 
più H2S. 
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Nella seconda via 2 molecole di L-cisteina reagiscono per formare un dimero, il 
quale viene attaccato da CSE per dare tiocisteina, piruvato e NH3. 
Una terza via biosintetica prevede la conversione di L-cisteina a 3-
mercaptopiruvato (3-MP), grazie alla reazione tra L-cisteina e α-chetoglutarato 
catalizzata dall’enzima cisteina aminotransferasi. Dopodiché avviene la 
desolforazione del 3-MP da parte dell’enzima mercaptopiruvato-s-trasferasi 
(MPST) (Kennet Olson et al, 2006). 
 
Figura 2: Principali vie biosintetiche di H2S nei tessuti. 
 
Il catabolismo dell’H2S avviene principalmente a livello mitocondriale, dove 
viene sottoposto ad ossidazione mediante vari step enzimatici, che coinvolgono 
chinone ossidoreduttasi, S-diossigenasi, S-transferasi, che portano 
principalmente alla formazione di tiosolfati. I tiosolfati sono poi biotrasformati 
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dalla rodanasi a solfiti con una reazione che richiede l’ulteriore presenza di 
cianuro, conseguentemente convertito in tiocianato.  
Infine i solfiti vengono ossidati a solfati dall’enzima solfito ossidasi (Goubern et 
al, 2007- Hildebrandt and Grieshaber, 2008). In definitiva i solfati inorganici 




Agenti H2S- rilascianti sono attualmente studiati come nuovi possibili farmaci 
contro diverse patologie cardiovascolari. 
La concentrazione fisiologica di H2S nel sangue è stata riportata con un range 
compreso tra 30 e 100 µM. A concentrazioni di circa 250µM, H2S esercita effetti 
tossici su diversi organi (Wallace, 2007), promuove effetti potenzialmente letali, 
come la compromissione della respirazione mitocondriale ed è coinvolto in altre 
condizioni patologiche come l’infiammazione, sepsi e ictus (Lowicka and 
Beltowski, 2007). 
NaHS e CaS non possono essere sfruttati a scopo terapeutico, poiché il loro 
rilascio di H2S nell’organismo è molto veloce, il che potrebbe provocare effetti 
avversi come l’eccessivo abbassamento della pressione sanguigna (Li et al, 
2008). 
Gli H2S-donors più appropriati sono quelli che hanno un lento e costante rilascio 
di H2S (Caliendo et al, 2006), questo profilo farmacologico è stato riscontrato in 
alcuni derivati naturali appartenenti alla famiglia delle Alliacee. 
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Evidenze scientifiche dimostrano che alcuni polisolfuri dell’aglio (Allium 
sativum), come il diallil-disolfuro (DADS), agiscono come composti H2S-
rilascianti con un meccanismo relativamente lento, richiedendo la presenza di 
glutatione ridotto (Benavides et al, 2007). Questo spiegherebbe gli effetti 
benefici dell’aglio sul sistema cardiocircolatorio (Amagasc, 2006). 
Oltre a questi polisolfuri organici sono stati descritti alcuni H2S-donors sintetici, 
ad esempio il GYY4137 (morfolin-4-ium-4-metossifenil-morfolino-
fosfinditioato); definito come lento H2S-rilasciante capace di generare H2S 
spontaneamente in ambiente acquoso a livelli fisiologici di pH e temperatura   
(Li et al, 2008). 
Sono riportate interessanti caratteristiche H2S-rilascianti anche di alcuni derivati 
aril-tioamidici (Zhao et al, 2011) e aminotiolici (Martelli et al, 2013). 
Recentemente sono state testate anche alcune molecole appartenenti alla 
famiglia degli isotiocianati per valutare le loro proprietà di H2S-donors: 
fenilisotiocianato (PhNCS), 4-carbossi-fenilisiotiocianato (PhNCS-COOH), 2-
metil-isotiocianato(PhNCS-CH3), 2-isopropil-isotiocianato(PhNCS-iPr), 2-CF3-
isotiocianato (PhNCS-CF3). Il rilascio di H2S è stato valutato tramite 
amperometria e spettrofotometria. 
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Figura 3: Struttura di GYY4137, DADS e degli isotiocianati presi in esame. 
 
È stato verificato che i sostituenti in posizione 2 causano una drammatica 
caduta del rilascio di H2S, poiché gli isotiocianati che presentavano un 
sostituente in tale posizione erano quasi totalmente incapaci di generare H2S, 
anche in presenza di L-cisteina; mentre PhNCS e PhNCS-COOH hanno 
dimostrato un lento rilascio di H2S, ma solo in presenza di L-cisteina.  
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Figura 4: grafici che riportano il profilo di rilascio di H2S dai composti presi in esame. 
 
Il rilascio di H2S dipendente dalla presenza di L-cisteina probabilmente è dovuto 
alla funzione nucleofilica che svolge l’aminoacido, come è stato già verificato 
per i composti GYY4137, DADS e alcune tioamidi sintetiche.  
Quindi solo questi ultimi due sono stati valutati farmacologicamente. In 
particolare è stata valutata, la risposta vasodilatatoria sull’ aorta di ratto privata 
di endotelio, l’influenza sul flusso coronarico in risposta all’angiotensina II e la 
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capacità di iperpolarizzazione della membrana su cellule umane della 
muscolatura liscia vascolare. 
In accordo con altre molecole H2S-donors, PhNCS e PhNCS-COOH si sono 
dimostrati efficaci nel produrre effetti vasorilascianti sull’aorta di ratto e hanno 
dato esito positivo anche sugli altri due parametri misurati, aumentando il flusso 
coronarico del cuore e iperpolarizzando la membrana cellulare. 
 
Figura 5: Influenza sul flusso coronarico degli isotiocianati, confrontata con NaHS. 
 
Il principale meccanismo innescato dagli isotiocianati sembra essere 
l’attivazione dei canali ionici del potassio Kv7, causando quindi 
l’iperpolarizzazione della membrana nelle cellule della muscolatura liscia 
vascolare. La possibile attivazione dei canali Kv7 da parte dei due isotiocianati è 
stata valutata con metodi farmacologici. L’effetto vasorilasciante prodotto da 
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PhNCS e PhNCS-COOH in anelli di aorta di ratto viene fortemente antagonizzato 
dal bloccante selettivo dei canali Kv7, XE991. Inoltre XE991 riduce 
significativamente la risposta iperpolorizzante indotta da NaHS e dai 2 
isotiocianati testati. Alla luce di tali evidenze si afferma che il vasorilasciamento 
indotto dai due isotiocianati è principalmente dovuto all’attivazione dei canali 
Kv7, mediata dal rilascio di H2S e quindi dall’iperpolarizzazione delle pareti della 
muscolatura liscia vascolare. 
In definitiva, gli effetti vascolari dei due isotiocianati testati si sono dimostrati 
equivalenti o addirittura superiori a quelli prodotti da NaHS, nonostante le 
misurazioni amperometriche in vitro indichino che gli isotiocianati portano ad 
un minor, ma più stabile, rilascio di H2S L-cisteina dipendente. Queste 
conclusioni hanno portato a considerare gli isotiocianati come nuove e versatili 
molecole rilascianti H2S da cui partire per lo sviluppo di promettenti farmaci 
cardiovascolari (Martelli et al, 2014). 
 
 
1.4 ISOTIOCIANATI NATURALI COME H2S-DONORS 
Notoriamente, alcuni isotiocianati, sono composti presenti anche in natura. 
Gli isotiocianati naturali derivano dall’idrolisi dei glucosinolati ad opera 
dell’enzima mirosinasi (enzima appartenente alla famiglia delle idrolasi). 
I glucosinolati sono presenti in alte concentrazioni all’interno di particolari 
cellule sulfuree, “cellule S”, localizzate tra il floema e l’endoderma di alcune 
piante appartenenti alla famiglia delle Brassicaceae, come i cavolini di bruxelles 
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o il cavolfiore (Brassica oleracea), la senape nera (Brassica nigra), la senape 
bianca (Sinapis alba), la rucola (Eruca esicaria), (Koroleva et al, 2010). 
Tuttavia nella pianta, substrato ed enzima sono fisicamente separati, poiché la 
mirosinasi si trova in compartimenti cellulari diversi da quelli in cui sono 
presenti i glucosinolati e questi due vengono in contatto solo quando i tessuti 
vegetali vengono lacerati. 
 
Figura 6: Localizzazione dei glucosinolati e dell'enzima mirosinasi nella cellula vegetale. 
 
Nella reazione viene liberato glucosio, con formazione di un aglicone instabile 
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Figura 8: Conversione di un glucosinolato nel corrispondente isotiocianato ad opera 
dell'enzima mirosinasi. 
 
Le cellule di mammifero non contengono l’enzima Mirosinasi e la stessa azione 
di conversione dei glucosinolati in isotiocianati sembra avvenire ad opera della 
microflora batterica intestinale (Shapiro et al, 1998). 
In particolare sono stati selezionati allil-isotiocianato (AITC) presente 
soprattutto nella senape nera, 4-idrossibenzil-isotiocianato (HBITC) presente 
per lo più nella senape bianca, benzil-isotiocianato (BITC) presente nel 
crescione inglese (Lepidium sativum) ed erucina (ERU) presente nei broccoli 
(Brassicacea oleracea) o nella rucola (Eruca vesicaria). 
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In più è stato selezionato il glucosinolato sinigrina (SIN), precursore di AITC, per 
comparare i risultati.  
Il possibile rilascio di H2S da questi composti è stato ricercato tramite 
amperometria. 
 
Figura 9: Struttura dei composti testati. 
 
ERU e BITC hanno dimostrato i livelli più bassi di rilascio di H2S sia in presenza 
che in assenza dell’aminoacido L-cisteina (Citi et al, 2014). 
Il rilascio di H2S da BITC in presenza di L-cisteina è equivalente a quello 
registrato per DADS nei precedenti studi (Martelli et al, 2013). AITC ha 
dimostrato un apprezzabile rilascio di H2S ma solo in presenza di L-cisteina (Citi 
et al, 2014). 
SIN ha mostrato un significativo rilascio di H2S in entrambe le condizioni 
(presenza o assenza di L-cisteina). HBITC ha portato ad un lento rilascio di H2S, 
con livelli apprezzabili nell’ordine di 10 µM.  
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La presenza di L-cisteina durante incubazione ha mostrato un notevole aumento 
del rilascio di H2S. 
 




Figura 7: Rilascio di solfuro di idrogeno da alli-isotiocianato, erucina, benzil isotiocianato e 
sinigrina in assenza di L-cisteina. 
 
Dai suddetti dati si evince che l’uso nutraceutico e fitoterapeutico delle 
Brassicaceae nella prevenzione di importanti patologie come il cancro, processi 
neurodegenerativi, patologie cardiovascolari, è attribuibile agli isotiocianati 
poiché capaci di rilasciare H2S nell’organismo. 
 
 
~ 19 ~ 
 
1.5 ISOTIOCIANATI: EFFETTI CARDIOVASCOLARI 
Uno degli isotiocianati più studiati è il sulforafano, che è stato isolato 
dall’estratto di broccoli. (Zhang et al, 1992).  
Il glucosinolato precursore del sulforafano, glucorafanina (GRA), si trova in 
concentrazioni maggiori nei semi e nei germogli dei broccoli rispetto che nei 
broccoli maturi (Fahey et al, 1997). Di conseguenza i germogli e l’estratto di 
broccoli sono stati usati come veicoli liberatori di glucorafanina, o sulforafano 
(dopo completa idrolisi enzimatica), in studi sperimentali. 
 
Figura 12: Conversione del glucosinolato glucorafanina nel corrispondente isotiocianato, 
sulforafano. 
 
In ratti spontaneamente ipertesi (SHR) alimentati con estratto di germogli di 
broccoli, la diminuzione dello stress ossidativo sul tessuto cardiovascolare e 
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cerebrale è stato dimostrato dalla minor nitrosazione proteica e dall’incremento 
dei livelli di glutatione, glutatione reduttasi e glutatione perossidasi (Wu et al, 
2004; Senanayake et al 2012). 
È migliorato il rilassamento endotelio-dipendente dell’aorta, si è ridotto il 
numero di macrofagi infiltrati ed è diminuita la pressione sanguigna. 
Inoltre in un modello animale di ischemia/riperfusione, l’assunzione di un 
estratto di broccoli migliorava le funzioni ventricolari post-ischemiche, e 
riduceva la dimensione della zona infartuata del miocardio, insieme all’apoptosi 
dei cardiomiociti (Mukherjee et al, 2008). 
 
 
1.6 CONVERSIONE DI GLUCORAFANINA IN SULFORAFANO AD OPERA DELLA 
FLORA BATTERICA INTESTINALE. 
Quando i broccoli vengono mangiati crudi, attraverso la masticazione e quindi la 
lacerazione dei tessuti vegetali, la mirosinasi entra in contatto con i 
glucosinolati, riuscendo a catalizzare l’idrolisi ad isotiocianato nel tratto 
gastrointestinale. Tuttavia se i broccoli vengono cotti, la mirosinasi, essendo un 
enzima termolabile, viene inattivata. 
Prendendo in esame GRA infatti, è stato riscontrato, dopo ingestione di verdure 
cotte, un basso livello di metaboliti del sulforafano nelle urine di ratto, 
evidenziando che l’idrolisi enzimatica è essenziale per il metabolismo e 
l’assorbimento di GRA e in generale dei glucosinolati (Conaway et al, 2000). 
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I dati comunque supportano che la mancanza nell’uomo dell’enzima mirosinasi 
possa essere sopperita dalla microflora batterica intestinale. 
Infatti il metabolismo di glucorafanina o sulforafano nel tratto gastrointestinale 
e il conseguente assorbimento, sono dimostrati dal ritrovamento di metaboliti 
del sulforafano nelle urine di ratto dopo somministrazione orale di GRA 
purificata (Lai et al, 2008). 
I risultati di alcuni studi sperimentali, simulanti la digestione gastrointestinale in 
vitro, dimostrano che nessun enzima digestivo ha alcun effetto su glucorafanina 
(Lai et al, 2010). 
Tuttavia, l’idrolisi di GRA nella microflora intestinale di ratti pretrattati con GRA 
è leggermente ma significativamente maggiore rispetto ai ratti di controllo, sia 
dopo 12 che 24 ore dal trattamento, suggerendo la presenza  di qualche 
meccanismo nella flora batterica che abbia migliorato il metabolismo di GRA.  
In particolare, attraverso gas-cromatografia e spettrometria di massa è stato 
evidenziato un modesto picco di erucina nitrile in tutti i campioni (Bheemreddy 
and Jeffery, 2007), ed è stata riscontrata erucina nelle urine di ratti trattati con 
GRA. 
In definitiva, gli enzimi digestivi non distruggono GRA, la quale arriva inalterata 
in contatto con la flora batterica intestinale che la idrolizza, dando come unico 
prodotto erucina nitrile. L’isotiocianato erucina (forma ridotta del sulforafano), 
ha un’attività biologica molto simile a quella del sulforafano (Munday, 2004). 
La riduzione di sulforafano ad erucina avviene anche dopo somministrazione 
intraperitoneale (Kassaum et al, 1997).  
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La riduzione del sulforafano potrebbe avvenire nell’ambiente anaerobico 
dell’intestino o attraverso l’idrolisi di glucoerucina. 
 
Figura 13: Schema delle possibili vie di idrolisi di glucorafanina per la formazione di erucina 
nitrile. 
 
Complessivamente, i risultati dell’incubazione di GRA con la flora batterica in 
vivo dimostrano che la microflora intestinale è capace di idrolizzare 
glucorafanina, ma in accordo con altri studi precedentemente svolti in vitro non 
si dimostra una produzione abbondante di isotiocianati. 
In definitiva, gli studi fatti riportano dirette evidenze che glucorafanina viene 
idrolizzata dal batterio F334 nel cieco del ratto, sia in vitro che in vivo.  
È comunque da tener presente che l’intermedio instabile formato durante 
l’idrolisi del glucosinolato può subire un riarrangiamento non-enzimatico a 
nitrile, più in particolare in ambiente a basso pH dove è presente lo ione ferroso 
(Fe++).  
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Questo potrebbe spiegare perché il nitrile è il prodotto maggiormente ritrovato 




1.7 VARIABILITÀ INTERINDIVIDUALE NEL METABOLISMO DEI GLUCOSINOLATI 
Alcuni studi basati sulla quantità di isotiocianati escreti nelle urine di volontari 
che assumevano giornalmente la stessa quantità di crucifere, hanno evidenziato 
una certa variabilità interindividuale nel metabolismo dei glucosinolati (Rouzard 
et al, 2004-  Shapiro et al, 2001). 
È stato ipotizzato che parte delle differenze interindividuali nel metabolismo dei 
glucosinolati derivassero dalle differenze nella composizione della microflora 
batterica intestinale. In tal proposito sono stati fatti alcuni esperimenti prima in 
vitro e poi in vivo. L’incubazione in vitro di colture pure o miste di batteri con 
glucosinolati hanno confermato che numerose specie batteriche presenti 
nell’intestino umano come Escherichia coli, Bacteroides thetaiotamicron, 
Enterococcus fecalis, Enterococcus faecium, Lactobacillus agili e 
Bifidobacterium, hanno l’abilità di metabolizzare i glucosinolati (Brabban and 
Edward, 1994- Rabot et al, 1995- Elfoul et al, 2001- Cheng et al, 2004- Llanos 
Palop et al, 1995).  
In seguito, sono state reclutate 23 persone dai 20 ai 70 anni, a cui è stata 
somministrata giornalmente la stessa quantità di crucifere, quindi sono state 
misurate le quantità di isotiocianati escreti nelle urine e nelle feci. 
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Dopodiché si è suddiviso il gruppo in 2 sottogruppi: quelli che presentavano 
notevoli quantità di ITC escreti e quelli che presentavano bassi livelli di ITC 
escreti. 
Si sono esaminate le differenze nella composizione batterica fecale tra i due 
gruppi, inoltre GRA è stata aggiunta a incubazioni di batteri fecali provenienti  
dai diversi soggetti. 
Dopo 48 ore di incubazione, i batteri fecali provenienti dai soggetti con elevata 
escrezione di ITC degradavano una maggior quantità di GRA rispetto ai batteri 
fecali provenienti dall’altro gruppo, confermando che i batteri fecali 
appartenenti al primo gruppo erano più efficaci nel metabolizzare GRA. Tuttavia 
la differenza tra la composizione batterica fecale dei due gruppi non era 
particolarmente significativa (Li et al, 2011). 
Infatti, altri studi avevano già dimostrato che dai glucosinolati potevano essere 
formati altri metaboliti oltre agli isotiocianati, dai batteri intestinali (Krul et al, 
2002- Combourieu et al, 2001) perciò in teoria l’alta degradazione dei 
glucosinolati dai batteri, non implica necessariamente la resa di alti livelli di 
isotiocianati nelle feci. Alla luce di ciò, si è ipotizzato che nella flora batterica 
intestinale potessero esservi piuttosto delle differenze interindividuali 
nell’indirizzare la conversione dei glucosinolati in altri metaboliti piuttosto che 
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2. SCOPO DELLA RICERCA 
Dai risultati di uno studio clinico, in cui si riporta una significativa riduzione di 
mortalità dovuta a patologie cardiovascolari dopo il consumo prolungato di 
vegetali del genere  Brassicacea, è ragionevole aspettarsi un contributo 
significativo di H2S nella protezione da tali patologie (Xianglan et al, 2011).  
Risulta quindi l’interesse nello sperimentare l’azione cardioprotettiva degli 
Isotiocianati (H2S-donors). 
In particolare, in questa ricerca, si indaga sui possibili effetti cardioprotettivi di 
glucorafanina che dipendono dal livello della sua conversione ad isotiocianato 
sulforafano. 
Perciò si presuppone che dopo la metabolizzazione di glucorafanina si abbia una 
buona resa di isotiocianati, i quali sarebbero in grado di rilasciare H2S dando gli 
aspettati risultati cardioprotettivi.  
Si vuol ipotizzare quindi l’importanza nutraceutica delle 
Brassicaceae/glucosinolati nella dieta ed un possibile impiego futuro nella 
prevenzione di patologie cardiovascolari. 
 
Figura 84: conversione di glucorafanina in sulforafano. 
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2.1 Sperimentazione in acuto 
In un primo momento si indaga sulla potenziale attività cardioprotettiva di GRA 
in acuto, su un modello sperimentale di ischemia/riperfusione alla Langendorff, 
usando come parametro di confronto PhCNS-COOH (p-carbossi-
fenilisotiocianato), le cui proprietà di H2S-donors  sono già stati ampiamente 
dimostrati.  
 
2.2 Sperimentazione in cronico 
In un secondo momento si vuol valutare se il trattamento prolungato di GRA per 
via orale possa migliorare la disfunzione endoteliale del cuore e dei vasi 
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3.Materiali e metodi. 
 
3.1 Sperimentazione in acuto. 
 
Animali. 
Sono stati utilizzati ratti albini di ceppo Wistar Kioto di 8-12 settimane, di peso 
compreso tra 350-400g e di sesso maschile. Gli animali sono stati allevati in 
gabbie di dimensioni appropriate, in cui godevano di libertà di movimento, con 
libero accesso ad acqua e cibo ed esposti a cicli alternati di luce/buio di 12 ore. 
La sperimentazione è stata condotta in conformità alla normativa comunitaria 
(Direttiva CEE 750/2013) e alla normativa italiana (D.L. n. 26/2014). 
 
Protocollo sperimentale di ischemia/riperfusione su cuore isolato alla 
Langendorff. 
2 ore prima dell’espianto dei cuori, i ratti sono stati sottoposti al trattamento 
farmacologico con p-carbossi-fenil-isotiocianato 0,24mg/Kg, glucorafanina 
10mg/Kg o i loro veicoli (DMSO e acqua bidistillata, rispettivamente) per via 
intraperitoneale.  
I cuori sono stati espiantati  previa anestesia con pentobarbitale sodico 
(100mg/Kg i.p.) e trattamento con eparina sodica (500 U:I i.p.) per evitare la 
formazione di microtrombi nelle coronarie. Dopo l’espianto, eseguito mediante 
recisione dei vasi sanguigni il cuore è stato posto in un backer contenente 
soluzione salina di Krebs (NaHCO3 25mM, glucosio 11.5 mM, NaCl 118.1 mM, 
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KCl 4.8 mM, MgSO4 1.2mM, CaCl2·H2O 1.6 mM, KH2PO4 1.2 mM) saturo di 
carbogeno (gas contenente 95% O2 e 5% CO2) a 4°C per ridurre eventuali  
fenomeni di precondizionamento. 
Il cuore è stato poi incannulato mediante l’aorta ascendente su un apparato alla 
Langendorff (Radnoti) e perfuso con la soluzione salina di Krebs a 37°C e a 
pressione costante (70-80 mmHg), per mezzo di una pompa peristaltsica 
(Peristar 2Biological instruments). L’allestimento è stato eseguito in un tempo 
non superiore a 2 minuti, per evitare che fenomeni di precondizionamento 
ischemico compromettessero i risultati dell’esperimento. L’arteria polmonare è 
stata rapidamente recisa in modo da evitare che il perfusato refluo si 
accumulasse nel ventricolo destro. Poi è stato inserito un palloncino in lattice 
riempito di acqua bidistillata nel ventricolo sinistro attraverso la valvola mitrale, 
collegato ad un trasduttore di pressione (Bentley Trantec, mod 800). Il 
palloncino è stato riempito in modo da sviluppare una pressione diastolica di 5-
10mmHg. Grazie al trasduttore di pressione che invia il segnale ad un 
programma di elaborazione dati,   è stato possibile acquisire i parametri di 
funzionalità miocardica, pressione sviluppata dal ventricolo sinistro (LVDP) e 
frequenza cardiaca (HR). Il prodotto tra i due è l’RPP, parametro di funzionalità 
miocardica, utilizzato per monitorare il recupero post-ischemico insieme al 
dP/dT, corrispondente alla velocità di contrazione e rilasciamento del cuore, 
indice della performance cardiaca. I valori dei tre parametri sono stati espressi 
in percentuale rispetto ai valori acquisiti al termine della fase di stabilizzazione. 
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Il protocollo prevede: 
- 30’ di stabilizzazione 
- 30’ di ischemia globale, 
- 120’ di riperfusione. 
Durante la riperfusione è stata monitorata la funzionalità cardiaca mediante il 
calcolo di RPP , dP/dT , espressi come percentuali dei valori pre-ischemici. 
Al termine della riperfusione i cuori sono stati rimossi dall’apparato, sono stati 
asciugati ed è stato isolato il ventricolo sinistro. Questo è stato poi tagliato in 
sezioni trasversali di circa 2 mm di spessore che sono state incubate in una 
soluzione all’1% p/v di TTC (2,3,5 trifenil tetrazolio cloruro) in tampone fosfato 
(pH= 7,4) per venti minuti al buio a 37°C. Infine le fettine di ventricolo sono 
state fissate in soluzione acquosa di formaldeide al 10%. Il TTC reagisce con le 
deidrogenasi presenti nelle cellule integre e vitali, e si riduce a formazano, 
composto rosso e insolubile. Di conseguenza conferisce alle cellule vitali un 
colore rosso; le aree che invece hanno subito il danno da ischemia/riperfusione 
e che quindi sono necrotiche/apoptotiche, rimangono color bianco o rosa 
pallido. È stato possibile così calcolare l’area ischemica in percentuale rispetto 
all’area totale del ventricolo sinistro, tramite fotografie delle sezioni sottoposte 
ad analisi planimetriche effettuate 24 ore dopo la reazione con TTC (Ai/Avs).  
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Figura 96: esempio di un cuore non trattato dopo protocollo di ischemia/riperfusione  con 
cuore trattato con p-carbossi fenil ITC sottoposti entrambi al saggio con TTC. 
 
3.2 sperimentazione in sub-cronico 
I ratti sono stati trattati  per 7 giorni con p-carbossi-fenil-isotiocianato 
0,24g/Kg/die per via s.c., con GRA 10 mg/Kg/die per via orale, dissolvendola 
nell’acqua da bere,  o con i loro veicoli, rispettivamente DMSO e acqua 
bidistillata. 
Durante il trattamento è stato monitorato giornalmente il peso degli animali e 
l’intake di acqua bevuta. 
Al termine del periodo di trattamento i ratti sono stati sacrificati, quindi il cuore 
è stato sottoposto ad un protocollo di ischemia/riperfusione alla Langendorff 
identico a quello citato nella sperimentazione in acuto.  
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3.3 Sperimentazione in cronico. 
Sono stati usati ratti albini SHR (spontaneously hypertensive rates) di sesso 
maschile, che avevano 8 settimane di vita e oscillavano dai 270g ai 300g di peso.  
I ratti sono stati suddivisi in due gruppi sperimentali, un gruppo è stato trattato  
con 10mg/Kg/die di glucorafanina per via orale, disciolta nell’acqua da bere,  
l’altro gruppo è stato trattato con il veicolo (acqua da bere). 
La crescita ponderale e l’intake di acqua venivano monitorati giornalmente. 
 
3.3.1 Rilevazione della pressione sistolica. 
Ad ogni animale, prima dell’inizio del trattamento (giorno 1) e al termine di 
questo (giorno 30) è stata misurata la pressione sistolica utilizzando 
l’apparecchio BP recorder (Ugo Basile 58500) che consente di acquisire i valori  
di pressione sistolica con il metodo tail cuff.  
 
3.3.2Protocollo per la valutazione della disfunzionalità endoteliale. 
 
Valutazione della disfunzione dell’endotelio coronarico. 
I ratti sono stati sacrificati come sopra descritto, poi il cuore è stato allestito su 
apparato alla Langendorff e perfuso con tampone Krebs carbogenato a 37°C. Il 
volume di perfusato è stato raccolto e misurato volumetricamente allo scopo di 
monitorare il flusso coronarico, espresso in ml/min/g di peso del cuore.  Dopo 
30-40 minuti di stabilizzazione, il tampone è stato medicato con L-NAME (L-
nitro-arginina-metil-estere) 100µM (noto inibitore dell’enzima NO-sintetasi), per 
valutare la funzionalità endoteliale attraverso l’influenza sul flusso coronarico.  
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Valutazione dell’ipertrofia cardiaca. 
Al termine della procedura, ogni cuore è stato ben asciugato e pesato, prima per 
intero e poi solo il ventricolo sinistro, per valutare l’ipertrofia cardiaca degli 
animali trattati con GRA rispetto a quelli trattati con veicolo. Il grado di 
ipertrofia cardiaca è stata espressa come g cuore/Kg peso dell’animale. 
 
3.3.3 Valutazione dello stress ossidativo. 
I cuori sono stati montati e perfusi su apparato alla Langendorff , in modo da 
effettuare un “lavaggio” dei vasi coronarici e dei tessuti dal sangue, quindi il 
ventricolo sinistro è stato immerso in OCT (una miscela di polivinil-alcol, 
carbowax, ingredienti non reattivi), congelato in isopentano e conservato a -
80°C fino al momento in cui è stato sottoposto alle indagini istologiche. In 
particolare il ventricolo è stato tagliato in sottilissime fettine di 20 micron che 
sono state poste su di un vetrino. Sono stati effettuati 3 lavaggi della durata di 
10 minuti con tampone fosfato all’1%, dopodichè le fettine di ventricolo sono 
state incubate a 37°C per 30’ con 500 µl di una soluzione di diidroetidio (DHE) 
1µM. 
Al termine dell’incubazione sono stati effettuati altri 3 lavaggi con tampone 
fosfato 1% e i vetrini sono stati osservati al microscopio ottico a fluorescenza Ni-
E (Nikon Instruments s.p.a.). 
In pratica, le cellule ischemiche che avranno subito un processo di stress 
ossidativo, sviluppano una grande quantità di ROS al loro interno, le quali 
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reagiscono con il diidroetidio (giallo pallido) ossidandolo ad etidio (ETD) rosso 
fluorescente, che va ad intercalarsi tra le basi del DNA nel nucleo, facendolo 
apparire rosso al microscopio ottico a fluorescenza. 
Di ciascun animale sono state analizzate almeno 3 fettine di ventricolo con DHE, 
le quali poi sono state analizzate al microscopio ottico a fluorescenza per poter 
calcolare le aree positive al saggio ROS (cellule con nucleo rosso) rispetto 
all’area totale della fettina di ventricolo. 
 
Figura 17: confronto tra due fotografie scattate al microscopio ottico a fluorescenza dopo 
trattamento delle fettine di cuore con DHE. 
 
Valutazione della disfunzione dell’endotelio aortico. 
Dopo l’asportazione del cuore, su tutti gli animali sacrificati, è stata prelevata la 
porzione toracica dell’aorta e immersa in una soluzione salina di Tyrode (NaCl 
136,7 mM, KCl 2.9 mM, CaCl2·H2O 1,8 mM, MgSO4·7H2O 1,05 mM, 
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NaH2PO4·H2O 0,41 mM, NaHCO3 11,9 mM , glucosio 5,5mM), adeguatamente 
carbogenata e riscaldata a 37°C.  
È stata effettuata la toelettatura esterna in modo da rimuovere tessuto adiposo 
e connettivo che rivestono il vaso, ma l’endotelio interno è stato lasciato 
intatto. 
Quindi sono stati ottenuti anelli della lunghezza di 5mm ciascuno. Tali anelli 
sono stati montati tramite appositi ganci metallici e sotto un pre-carico di 2g in 
un bagno per organi isolati di 20 ml di volume nel quale veniva inserita una 
soluzione salina di Tyrode mantenuta a 37°C e adeguatamente carbogenata. 
I ganci metallici che fissano l’aorta sono, uno posizionato sul fondo del bagno ed 
uno collegato ad un trasduttore isometrico, in modo da consentire la 
connessione dell’organo con un amplificatore (Buxo electronics) ed uno 
strumento Biopac che permette la registrazione della variazione di tensione.  
A questo punto l’organo veniva contratto con una soluzione di noradrenalina 
1µM e raggiunta la massima contrazione (plateau) veniva somministrata 
acetilcolina a concentrazioni cumulative crescenti nel range di 10-9M- 3·10-6M. 
La risposta vasorilasciante a livello dell’aorta è stata espressa in termini di 
efficacia, calcolando la percentuale di rilasciamento ottenuta alla dose data 
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3.4 Analisi dei dati. 
Tutti i dati raccolti sono stati poi valutati mediante un analisi computerizzata 
con Graph Pad Prism. Per valutare le differenze statistiche significative è stato 
utilizzato il test t di Student. 
 
Elenco delle sostanze utilizzate nella sperimentazione 
sostanza Concentrazione della  
soluzione madre 
provenienza 
pentobarbitale sodico 50mg/ml Sessa 
diidroetidio 10-2M Sigma-Aldrich 
noradrenalina 10-2M Sigma-Aldrich 
acetilcolina 10-1M Sigma-Aldrich 
TTC 1% p/v  
L-NAME 10-6M Sigma-Aldrich 
GRA 2,29M Donata dal Dott. Renato Iori* 
p-carbossi fenil ITC 10-2M Fluorochem 
 
*Dott. Renato Iori, consiglio per la ricerca in agricoltura e per l’analisi 
dell’economia agraria (CRA-CIN) Bologna, Italia 
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4. Risultati e discussione. 
Prendendo in esame il cuore di ratto non trattato e sottoponendolo ad una 
procedura di 30’ di  ischemia/120’ riperfusione alla Langendorff, è evidente che 
tale procedura porta ad un danno esteso sui tessuti e quindi sulla funzionalità 
miocardica evidenziati dal tipico tracciato cardiaco (grafico 1 e 2), e dalla 
misurazione morfologica delle aree ischemiche (grafico 3). 
Come dato comparativo per i risultati ottenuti dalla sperimentazione di GRA in 
cronico abbiamo preso un isotiocianato le cui proprietà di H2S-donors sono già 
state ampiamente dimostrate: p-carbossi-fenil-isotiocianato (p-carbossi fenil 
ITC). La somministrazione acuta per via intraperitoneale di p-carbossi fenil ITC al 
dosaggio di 0,24 mg/Kg ha condotto a un recupero dei parametri funzionali di 
inotropismo (RPP%) e di contrattilità cardiaca (dp/dT%) durante la fase post-
ischemica nei cuori di ratto allestiti e perfusi alla Langendorff (grafico 1 e 2). 
 
 
Grafico 10: andamento del parametro funzionale di inotropismo in funzione del tempo di 
riperfusione. Il grafico mostra il paragone tra il ratto trattato con veicolo  e il ratto trattato con 
p-carbossi fenil ITC 0,24mg/Kg. 
 
~ 37 ~ 
 
 
Grafico 11: valori di dP/dT % registrati durante la fase di riperfusione di un veicolo e di un 
animale trattato con p-carbossi fenil ITC. 
 
Al dato funzionale corrisponde il dato morfologico, in quanto i cuori degli 
animali trattati con p-carbossi fenil ITC hanno dimostrato una netta riduzione 
delle aree ischemiche riscontrate nel ventricolo sinistro (grafico 3) . 
 
Grafico 12: il grafico mostra la netta differenza che si registra sul rapporto area ischemica/ 
area ventricolo sinistro tra il cuore di ratto trattato con veicolo e quello trattato con p-
carbossi-fenil ITC 0,24mg/Kg. 
 
Analogamente, la somministrazione per un periodo prolungato (una settimana) 
di p-carbossi-fenil ITC 0,24mg/Kg per via sottocutanea ha portato agli stessi 
effetti cardioprotettivi (grafico 4 e 5). 










Grafico 13: confronto della ripresa funzionale di inotropismo tra il ratto trattato per via 












Grafico 14: crescita % di RPP dopo il periodo di ischemia su ratto trattato per una settimana 
con p-carbossi fenil ITC 0,24mg/kg e  un ratto trattato con veicolo. 
 
I risultati ottenuti da questo isotiocianato sintetico sull’attività cardioprotettiva 
ci hanno portato a valutare analogamente altri H2S-donors appartenenti ad altri 
chemiotipi , in particolare glucorafanina, la quale libera in parte il 
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corrispondente isotiocianato una volta metabolizzata dalla flora batterica 
intestinale. 
 
Valutazione degli effetti cardiovascolari di GRA in acuto 
La somministrazione di GRA intraperitoneale 10mg/Kg non porta sostanziali 
miglioramenti nei parametri funzionali post-ischemici, in quanto RPP% e dP/dT% 
 rimangono analoghi a quelli misurati su cuori di animali trattati con veicolo 
(grafico 6 e 7). 
 
Grafico 15: valori registrati di RPP% durante riperfusione sul cuore di ratto trattato con veicolo 
e dopo il trattamento in acuto con GRA 10mg/Kg intraperitoneale.  
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Grafico 16: valori registrati di dP/dT % durante riperfusione sul cuore di ratto trattato con 
veicolo e dopo il trattamento in acuto con GRA 10 mg/Kg intraperitoneale. 
 
Anche la valutazione morfometrica delle aree danneggiate  sul ventricolo 
sinistro dopo ischemia/riperfusione mostra sugli animali trattati l’inefficacia di 
glucorafanina (grafico 8). 
 
Grafico 17: rapporto % tra area ischemica e area ventricolo sinistro sul cuore di ratto trattato 
con veicolo o trattato in acuto con GRA 10mg/Kg per via intraperitoneale. 
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Tuttavia si può pensare che GRA somministrata per via intraperitoneale 
potrebbe non venire convertita in sulforafano a causa del mancato passaggio 
attraverso l’intestino e quindi della mancata azione della flora batterica. 
Allora si è tentato un approccio in subcronico, somministrando GRA 10 mg/kg 
per via orale durante un periodo di 7 giorni. 
Anche in questo caso è stata osservata la totale inefficacia di glucorafanina 
nell’apportare miglioramenti sui parametri funzionali cardiaci durante la fase di 
riperfusione (grafico 9 e 10). 
Quindi a differenza di p-carbossi fenil ITC, GRA alle dosi sperimentate non ha 
portato una significativa proprietà cardioprotettiva.  
 
Grafico 18: valori registrati su cuori di ratti trattati con veicolo o con GRA 10 mg/Kg per via 
intraperitoneale dopo 7 giorni di trattamento. 
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Grafico 19: valori registrati di RPP% su cuori di ratti , trattati con veicolo o con GRA 10 mg/Kg 
per via intraperitoneale dopo 7 giorni di trattamento. 
 
Valutazione degli effetti sulla disfunzionalità endoteliale. 
Al fine di valutare gli effetti di GRA, somministrata per via orale, sulla 
disfunzione endoteliale è stato utilizzato un modello sperimentale 
precedentemente consolidato (Martelli et al, 2013). 
In particolare, i ratti spontaneamente ipertesi (i quali sviluppano notoriamente 
una marcata disfunzionalità endoteliale come caratteristica specifica 
costitutiva), sono stati trattati per un mese con GRA 10 mg/Kg per via orale o 
con corrispondente veicolo (acqua). 
Durante questo periodo di osservazione gli animali trattati con il veicolo hanno 
avuto in media un incremento di peso pari a 46±6g, gli animali trattati con GRA 
hanno mostrato in media una analoga crescita ponderale pari a 40±9g (grafico 
11). 
Sulla base dell’osservazione sul comportamento e sull’aspetto degli animali 
emerge che il trattamento con GRA non induce rilevabili segni di tossicità. 
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Grafico 20: crescita ponderale in grammi dei ratti trattati con veicolo o con GRA. 
 
Inoltre, dalla rilevazione di intake quotidiano di acqua durante tutto il periodo di 
trattamento, si può affermare che tra gli animali appartenenti ai due gruppi non 
esiste una differenza significativa nell’assunzione di liquidi. 
All’inizio della sperimentazione i ratti trattati con veicolo presentavano una  
pressione sistolica media pari a 200mmHg in analogia con i ratti destinati al 
trattamento con GRA.  
Al termine dei 30 giorni,  sugli animali trattati con glucorafanina, si è registrata 
in media una variazione in negativo della pressione arteriosa paria a 45 mmHg 
mostrando un valore pressochè equivalente alla variazione osservata nel gruppo 















Grafico 12: variazione della pressione arteriosa sui ratti trattati con veicolo o trattati con GRA. 
 
La sostanziale equivalenza della variazione pressoria nei due gruppi suggerisce 
che GRA non abbia avuto alcuna influenza sulla pressione arteriosa. 
La somministrazione di Ach (acetilcolina) in aorte con endotelio integro, isolate 
dagli animali normotesi porta ad una risposta vasodilatatoria concentrazione-
dipendente pressochè totale (100%) (Martelli et al, 2013). 
Invece, l’effetto di Ach sugli anelli di aorta con endotelio integro appartenenti 
agli animali SHR trattati con veicolo portato a una risposta vasodilatatoria 
concentrazione dipendente con  un efficacia massima nell’ordine del 60%. 
Tale riduzione di efficacia indica la presenza di un significativo grado di 
disfunzione endoteliale, in quanto la risposta vasorilasciante di Ach è legata alla 
stimolazione dei recettori muscarinici endoteliali e conseguente rilascio di NO 
(deficitario nella disfunzione endoteliale). 
La curva concentrazione-risposta  dell’effetto vasorilasciante  su endotelio 
integro di anelli di aorta provenienti da animali SHR trattati con GRA è risultata 
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l’inefficacia del glucosinolato nel correggere la disfunzione endoteliale (grafico 
13). 
 
Grafico 13: percentuali registrate dell'effetto vasorilasciante in funzione della concentrazione 
somministrata di Ach. 
 
La perfusione con L-NAME 100µM di cuori isolati su animali normotesi, ha 
portato ad una progressiva riduzione del flusso coronarico attestato nell’ordine 
del 40%.  
Tale imponente risultato conseguente alla somministrazione di L-NAME 
testimonia che nel letto coronarico dell’animale normoteso NO esercita un 
importante ruolo modulatorio. 
Al contrario nei cuori isolati di ratti SHR non trattati e perfusi con L-NAME si 
osserva una progressiva ma modesta riduzione di circa 15% (grafico 14). 
Questa modesta riduzione L-NAME indotta che abbiamo nel ratto SHR dimostra 
che abbiamo un modesto effetto modulatorio di NO e che quindi vi è un 
importante disfunzione endoteliale. 
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Sui cuori isolati dei ratti SHR trattati con GRA, la riperfusione con L-NAME non 
ha mostrato differenze significative con i valori registrati sui ratti SHR non 
trattati. 
 
Grafico 21: riduzione del flusso coronarico indotta da L-NAME nel normoteso, SHR veicolo e 
SHR trattato con GRA. 
 
Pertanto la disfunzione endoteliale nel letto coronarico non sembra essere 
influenzata dal trattamento con glucorafanina.  
 
 
Effetti di GRA sull’ ipertrofia cardiaca. 
Come atteso e già riportato in letteratura (Lassila et al, 2003),  gli animali SHR 
trattati con veicolo hanno mostrato un elevato grado di ipertrofia ventricolare 
con un rapporto ponderale peso cuore/peso animale  di circa 3,95 alla fine del 
trattamento.  
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I ratti SHR trattati con GRA al termine del trattamento hanno mostrato un 
valore equivalente indicando che GRA non ha effetti sull’ipertrofia cardiaca 
(grafico 15). 
 
Grafico 22: rapporto g cuore su Kg di peso calcolato in media sui ratti SHR trattati con veicolo o 
trattati con GRA. 
 
Come già riportato in letteratura il miocardio di animali SHR mostra un elevato 
grado di stress ossidativo (Shi et al, 2007), evidenziato tramite la colorazione 
delle ROS con DHE 1µM.  
Nello specifico i cuori degli animali SHR trattati con veicolo hanno evidenziato 
un area positiva al saggio ROS di circa il 25% rispetto all’area totale. 
Negli animali SHR trattati con GRA si osserva un modesto abbassamento di tale 
valore che, se pur non  statisticamente significativo potrebbe indicare una 
attività antiossidante di glucorafanina che potrebbe essere attribuita al rilascio 
di H2S (grafico 16). 
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Gli studi effettuati con questo lavoro di ricerca hanno dimostrato che la 
somministrazione orale di 10mg/Kg/die di glucorafanina non porta a significativi 
effetti protettivi cardiovascolari, salvo forse una modesta (e non statisticamente 
significativa) azione antiossidante. Tale inefficacia potrebbe riflettere un 
insufficente conversione del glucosinolato in isotiocianato. 
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